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Streszczenie

Cel pracy: W ostatnich latach coraz czeéciej zwraca sie uwage na przydatnos¢ analiz RNA w badaniach z zakresu
genetyki klinicznej oraz sagdowej. Znaczacym problemem podczas prac nad RNA jest jednak jego niska stabilnos¢ wy-
nikajgca z aktywnosci RNAz. Tym samym unaocznia sie potrzeba doskonalenia metod odpowiedniego zabezpieczania
materiatu biologicznego do analiz RNA. Rozwigzania technologiczne w postaci kart FTA (Whatman) mogg by¢ uzy-
teczne w kontek$cie zabezpieczania, transportu i przechowywania materiatu biologicznego do badan RNA. Jednakze
na iloé¢ i jakos¢ RNA uzyskiwanego z kart FTA mogg mie¢ wplyw rézne warunki jego izolacji. Celem niniejszej pracy
byla analiza wydajnosci trzech metod izolacji RNA z krwi obwodowej zabezpieczonej na kartach FTA Classic Card
(Whatman) oraz ocena stabilnosci RNA w plamach krwi zabezpieczonych na takich kartach.

Material i metody: Badania przeprowadzono na plamach krwi zabezpieczonych na FTA Classic Card (Whatman)
od 59 os6b. RNA wyizolowano z wykorzystaniem High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics), Universal RNA/
miRNA Purification (EURx) oraz TRIzol Reagent (Life Technologies). RNA poddano ocenie ilo$ciowej, a nastepnie
przeprowadzono odwrotng transkrypcje oraz PCR w czasie rzeczywistym.

Wyniki: Przeprowadzone badania wskazujg, ze karty FTA Classic Card (Whatman) stanowig uzyteczne podfoze do
przechowywania w temperaturze pokojowej plam krwi do badan RNA. Ponadto wykazano, ze metoda izolacji z wyko-
rzystaniem odczynnika TRIzol Reagent (Life Technologies) charakteryzuje si¢ najwyzsza skutecznoscia i wydajnoscia
w przypadku prébek przechowywanych do okoto 2 lat.

Whioski: Przeprowadzone badania wykazaly, ze karty FTA moga stanowi¢ uzyteczne podloze do badann RNA w gene-
tyce klinicznej i sagdowej.

Stowa kluczowe: plamy krwi, RNA, degradacja RNA, ekspresja gen6w, karty FTA.

Abstract

Aim of the study: In recent years, RNA analysis has been increasingly used in clinical and forensic genetics. Neverthe-
less, a major limitation of RNA-based applications is very low RNA stability in biological material, due to the RNAse
activity. This highlights the need for improving the methods of RNA collection and storage. Technological approaches
such as FTA Classic Cards (Whatman) could provide a solution for the problem of RNA degradation. However, differ-
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ent methods of RNA isolation from FTA cards could have diverse effects on RNA quantity and quality. The purpose of
this research was to analyze the utility of three different methods of RNA isolation from peripheral blood collected on
FTA Classic Cards (Whatman). The study also aimed at assessing RNA stability in bloodstains deposited on FTA cards.
Material and methods: The study was performed on peripheral bloodstains collected from 59 individuals on FTA
Classic Cards (Whatman). RNA was isolated with High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics), Universal RNA/
miRNA Purification (EURx) and TRIzol Reagent (Life Technologies). RNA was subjected to quantitative analysis fol-
lowed by reverse transcription and Real - Time PCR reaction.

Results: The study has shown that FTA Classic Cards (Whatman) are useful tools for storing bloodstains at room tem-
perature for RNA analysis. Moreover, the method of RNA extraction employing TRIzol Reagent (Life Technologies)
provides the highest efficiency and reproducibility for samples stored for no more than 2 years.

Conclusions: The FTA cards are suitable for collecting and storing bloodstains for RNA analysis in clinical and forensic

genetics.

Key words: bloodstains, RNA, RNA degradation, gene expression, FTA cards.

Wprowadzenie

Profilowanie DNA uzyskanego z materiatu bio-
logicznego w postaci krwi jest powszechnie wyko-
rzystywane w genetyce sagdowej do badan pokre-
wienstwa, indywidualizacji plam zabezpieczonych
na miejscu zdarzen kryminalnych, a takze do iden-
tyfikacji ofiar katastrof czy wypadkéw. W ostatnich
latach coraz czedciej zwraca si¢ réwniez uwage na
przydatno$¢ analiz RNA w badaniach genetyczno-
-sagdowych. Ostatnie doniesienia wskazujg na uzy-
tecznos¢ mRNA w odrdznianiu m.in. krwi obwo-
dowej od menstruacyjnej [1], co moze mie¢ istotne
znaczenie w ustalaniu szczegdtow przebiegu prze-
stepstwa [za 2]. Ponadto analiza ekspresji genow we
krwi moze by¢ réwniez informatywna w okreslaniu
przyczyny zgonu, np. na skutek niedotlenienia, udu-
szenia czy zazycia $rodkéw psychoaktywnych, ta-
kich jak metamfetamina [za 3]. Coraz wiecej donie-
sien wskazuje réwniez na uzytecznos¢ profilowania
RNA z krwi w genetyce klinicznej. W szczegoélnosci
wskazuje si¢ na wysoka, potencjalng uzytecznos¢
profilowania RNA w diagnostyce nowotworow [4-7]
czy chorob autoimmunologicznych [8].

Rosngce zainteresowanie analizami RNA w ge-
netyce klinicznej i sadowej pocigga za sobg ko-
nieczno$¢ doskonalenia metod odpowiedniego za-
bezpieczania RNA. Istotnym problemem podczas
prac nad RNA jest bowiem jego niska stabilnos¢.
Wszechobecne (zaréwno w materiale biologicznym,

Introduction

The profiling of DNA obtained from biological
material in the form of blood is commonly used in
forensic genetics for kinship analysis, individuali-
zation of bloodstains collected at crime scenes, and
identification of disaster or accident victims. In re-
cent years, attention has also increasingly focused
on the usefulness of RNA analysis in forensic genet-
ic applications. Recent reports indicate that mRNA
is helpful, for example, for distinguishing between
peripheral and menstrual blood [1], which may play
a significant role in establishing the detailed course
of events during a crime [after 2]. Furthermore, the
analysis of gene expression in blood may be inform-
ative for determining the cause of death, for instance
due to hypoxia, asphyxiation or use of psychoactive
agents such as methamphetamine [after 3]. In ad-
dition, there is a growing number of reports indi-
cating that the profiling of RNA derived from blood
samples is a valuable technique in clinical genetics.
In particular, RNA profiling is claimed to be poten-
tially highly useful in the diagnosis of cancer [4-7]
or autoimmune diseases [8].

In response to a growing interest in RNA analysis
in clinical and forensic genetics it becomes neces-
sary to improve methods ensuring appropriate RNA
collection and storage. A significant problem that
must be addressed in RNA-based applications is low
RNA stability. RNA molecules are rapidly degrad-

Archiwum Medycyny Sadowej i Kryminologii
Archives of Forensic Medicine and Criminology

SV

BSOCIETAS,

o

RN

245



Katarzyna Skonieczna, Jan Styczyriski, Anna Krenska, Mariusz Wysocki, Aneta Jakubowska, Tomasz Grzybowski
1zolacja RNA z krwi zabezpieczonej na kartach FTA — zastosowanie w genetyce klinicznej i sadowej

jak i Srodowisku zewnetrznym) i trudne do inakty-
wowania, stabilne rybonukleazy (RNAzy) degraduja
w bardzo szybkim tempie czasteczki RNA. Bardzo
istotne jest zatem odpowiednie zabezpieczenie §la-
du biologicznego, zanim nastapi catkowity rozklad
czasteczek RNA. Wydaje sig, ze opracowane przez
firm¢ Whatman karty FTA moga stanowi¢ rozwig-
zanie tego problemu. Karty FTA wysycone zwigz-
kiem, ktory prowadzi do lizy blon komoérkowych
i denaturacji bialek, jednoczesnie unieruchamiajg
i stabilizuja zawarte w materiale biologicznym kwa-
sy nukleinowe. Tym samym material biologiczny
mozna przechowywac¢ w ten sposéb w temperaturze
pokojowej przez wiele lat. Z powyzszych wzgledow
karty FTA s3 uzywane od dawna do zabezpieczania
krwi do badan DNA. Zwazywszy jednak na fakt, ze
RNA cechuje si¢ nizsza stabilnoscig niz DNA, po-
wstaje konieczno$¢ zweryfikowania, czy karty FTA
sa rownie przydatne do zabezpieczania, transportu
i przechowywania krwi na potrzeby badann RNA.
Jednocze$nie nalezy zwrdci¢ uwage, ze rézne meto-
dy izolacji RNA moga mie¢ wplyw na ilo$¢ oraz ja-
kos¢, a tym samym na uzytecznos¢ ekstraktow RNA
uzyskiwanych z kart FTA. W niniejszej pracy doko-
nano oceny przydatnosci kart FTA do zabezpiecze-
nia krwi obwodowej na potrzeby analiz RNA. Zwe-
ryfikowano réwniez, ktéra z metod izolacji pozwala
na uzyskanie z kart FTA dostatecznie duzej ilosci
i wysokiej jakosci RNA, ktéry mozna wykorzysta¢
do analizy ekspresji genow.

Cel pracy

Gléwnym celem niniejszej pracy byla analiza
wydajnosci trzech metod izolacji RNA z krwi obwo-
dowej zabezpieczonej na kartach FTA Classic Card
(Whatman), a takze ocena stabilno$ci RNA w pla-
mach krwi zabezpieczonych na takich kartach.

Materiat i metody

Material do badan stanowily plamy ok. 1 ml
krwi zabezpieczonej na kartach FTA Classic Card
(Whatman). Krew pobrano od nieletnich pacjentéow
z ostrymi bialaczkami limfoblastycznymi i mielo-
blastycznymi, ktérzy zostali poddani skojarzonej
chemioterapii wielolekowej. Badania zostaly po-
zytywnie zaopiniowane przez Komisje Bioetycz-
na Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera

ed under the influence of ribonucleases (RNAses)
which are ubiquitous (present both in the biological
material and the external environment), highly sta-
ble and difficult to inactivate. Therefore, it is vital to
secure biological traces properly before RNA mole-
cules become completely degraded. FTA cards de-
veloped by Whatman seem to be a good solution to
the problem outlined above. FTA cards, impregnat-
ed with a chemical agent that lyses cell membranes
and causes protein denaturation, simultaneously
immobilize and stabilize nucleic acids contained in
biological material. Consequently, biological mate-
rial preserved on FTA cards can be stored at room
temperature for many years. On account of these
properties, FTA cards have been used for collect-
ing blood samples for DNA tests for a long time.
However, considering that RNA is less stable than
DNA, it becomes necessary to verify whether FTA
cards are equally useful for the collection, transport
and storage of blood for RNA testing. At the same
time, it is important to note that different methods
of RNA isolation may have an effect on the quanti-
ty and quality (and thus on the usability) of RNA
extracts derived from FTA cards. The present study
was an attempt to assess the suitability of FTA cards
for the collection and storage of peripheral blood
for RNA tests. The study also sought to verify which
of the available isolation methods makes it possible
to extract from FTA cards a sufficient quantity of
high-quality RNA which can be used for gene ex-
pression analysis.

Aim of study

The primary aim of the study was to analyze the
efficiency of three methods of RNA isolation from
peripheral blood collected on FTA Classic Cards
(Whatman). Another goal was to assess RNA stabil-
ity in bloodstains deposited on FTA cards.

Material and methods

The study material consisted of bloodstains, ap-
proximately 1 ml in volume, collected on FTA Clas-
sic Cards (Whatman). Blood samples were taken
from adolescent patients with acute lymphoblastic
and myeloblastic leukaemias who were treated with
multidrug combination chemotherapy. The study
was approved by the Bioethics Committee at the
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w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu (zgoda nr: KB 605/2011). Prébki krwi
obwodowej pobrano do badan za zgoda opiekunéw
prawnych dzieci w Katedrze i Klinice Pediatrii, He-
matologii i Onkologii Collegium Medicum im. Lu-
dwika Rydygiera, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Bydgoszczy (CM UMK), a badania laboratoryjne
przeprowadzono w Katedrze Medycyny Sadowej
CM UMK.

Do oceny wydajnosci trzech metod izolacji RNA
wykorzystano krew obwodowa zabezpieczona od
10 pacjentdéw na kartach FTA Classic Card (What-
man) i pozostawiong do wysuszenia od ok. 24 do
ok. 72 godzin w temperaturze pokojowe;j.

Do badan nad stabilno$cig RNA we krwi zabez-
pieczonej na kartach FTA Classic Card (Whatman)
uzyto 59 probek, przy czym probki krwi zabezpie-
czone na kartach FTA od 6 pacjentéw przechowywa-
no w temperaturze pokojowej przez 24 miesigce, od
14 pacjentéw przez 30 miesiecy, od 28 pacjentow przez
36 miesiecy, a od 11 pacjentdw przez 48 miesiecy.

Izolacja RNA z kart FTA
z wykorzystaniem zestawu Universal
RNA/miRNA Purification (EURXx)

Krew zabezpieczong od dziesi¢ciu pacjentéw na
kartach FTA Classic Card (Whatman) wykorzysta-
no do izolacji RNA z uzyciem zestawu Universal
RNA/miRNA Purification (EURx). Fragmenty kart
o wielkosci ok. 0,5 cm? inkubowano przez 30 mi-
nut w temperaturze pokojowej w 400 pl buforu RL
(EURx). Nastepnie dodawano 100 pl buforu Lyse
ALL (EURx) i wirowano przy 12 000 rcf przez
2 minuty. Supernatant przenoszono do kolumny ho-
mogenizacyjnej i traktowano DNAzg oraz ekstrakcji
RNA zgodnie z protokotem podanym przez produ-
centa zestawu. RNA zawieszano w 50 ul wody desty-
lowanej, wolnej od RNAz i DNAz (Gibco).

Izolacja RNA z kart FTA
z wykorzystaniem zestawu High Pure
RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics)

Plamy krwi zabezpieczone od 10 pacjentéw na
fragmentach kart FTA Classic Card (Whatman)
o wielkosci ok. 0,5 cm? inkubowano w temperatu-
rze pokojowej przez 30 minut w Lysis/Binding Buf-
fer (Roche Diagnostics), a nastepnie umieszczano
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Nicolaus Copernicus University Collegium Medi-
cum in Bydgoszcz (permit no.: KB 605/2011). Sam-
ples of peripheral blood were collected for the study
after obtaining written informed consent from the
children’s guardians. Blood sampling was performed
at the Department of Paediatrics, Haematology and
Oncology, Nicolaus Copernicus University Collegi-
um Medicum in Bydgoszcz (CM UMK), and labo-
ratory tests were carried out at the Department of
Forensic Medicine (CM UMK).

Three RNA isolation methods were assessed for
their efficiency using peripheral blood which was
collected from 10 patients on FTA Classic Cards
(Whatman) and left to dry at room temperature for
a period ranging from about 24 to about 72 hours.

Tests investigating RNA stability in blood col-
lected on FTA Classic Cards (Whatman) were con-
ducted with 59 samples according to the following
procedure. FTA card-preserved blood samples tak-
en from 6 patients were stored at room temperature
for 24 months, from 14 patients — for 30 months,
from 28 patients - for 36 months and from 11 pa-
tients — for 48 months.

RNA isolation from FTA cards using the
Universal RNA/miRNA Purification Kit
(EURX)

Blood samples collected on FTA Classic Cards
(Whatman) from 10 patients were used for RNA iso-
lation using the Universal RNA/miRNA Purification
Kit (EURx). FTA card pieces, approximately 0.5 cm? in
size, were incubated in 400 ul of RL buffer (EURx) at
room temperature for 30 minutes. Next, a 100 pl por-
tion of the Lyse ALL buffer (EURx) was added, and
the mixture was centrifuged at 12,000 rcf for two min-
utes. The supernatant was transferred into a homoge-
nization column and treated with DNAse. RNA was
extracted according to the protocol specified by the kit
manufacturer. RNA was suspended in 50 pl of distilled
water free from RNAses and DNAses (Gibco).

RNA isolation from FTA cards using the
High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics)

Bloodstains collected from 10 patients on pieces
of FTA Classic Cards (Whatman), approximately in
0.5 cm? in size, were incubated in the Lysis/Binding
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w kolumnie filtracyjnej High Pure Filter Tube (Ro-
che Diagnostics), traktowano DNAza oraz uzyski-
wano RNA zgodnie z protokolem podanym przez
producenta zestawu High Pure RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics). RNA zawieszano w 50 ul Elu-
tion Buffer (Roche Diagnostics).

Izolacja RNA z kart FTA
z wykorzystaniem odczynnika TRIzol
Reagent (Life Technologies)

Krew zabezpieczong od 59 pacjentéw na kar-
tach FTA Classic Card (Whatman) wykorzystano do
izolacji RNA z wykorzystaniem odczynnika TRIzol
Reagent (Life Technologies). Fragmenty kart o wiel-
kosci ok. 0,5 cm? umieszczano w 500 ul TRIzol Re-
agent (Life Technologies) i inkubowano przez 30 mi-
nut w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodawa-
no 100 pl chloroformu (Avantor) i mieszano przez
15 sekund. Mieszaning inkubowano przez 3 minuty
w temperaturze pokojowej. Probke wirowano przez
15 minut w 4°C przy 12 000 rcf. Gérna faze przenoszo-
no do nowej probowki i dodawano 250 pl izopropanolu
(Sigma-Aldrich). Mieszanine inkubowano przez 10 mi-
nut w temperaturze pokojowej. Nastepnie probke
wirowano przez 10 minut w 4°C przy 12 000 rcf.
Osad przemywano w 500 pl 75% etanolu (Avan-
tor) i wirowano przez 5 minut w 4°C przy 7500 rcf.
Po wysuszeniu osad zawieszano w 50 ul wody desty-
lowanej, wolnej od RNAz i DNAz (Gibco). Nie wig-
cej niz 2 pg ekstraktu uzyskanego z wykorzystaniem
odczynnika TRIzol Reagent (Life Technologies) trak-
towano enzymem DNase I (RNase-free) (Life Tech-
nologies) zgodnie z protokolem producenta zestawu.
Probki RNA traktowane DNAzg oczyszczano na ko-
lumienkach filtracyjnych (EURx) zgodnie z proto-
kotem oczyszczania RNA po reakcjach enzymatycz-
nych podanym przez producenta zestawu Universal
RNA/miRNA Purification (EURXx).

Jakosciowa i ilosciowa analiza
wyizolowanego RNA

Oczyszczone po traktowaniu DNAzg ekstrakty
RNA oceniano spektrofotometrycznie z wykorzy-
staniem aparatu DS-11 (DeNovix).

Obecnos¢ zanieczyszczen RNA w postaci DNA
oceniano z wykorzystaniem zestawu Quantifiler®
Duo DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scien-

Buffer (Roche Diagnostics) at room temperature
for 30 minutes. In the next step, they were placed
in a filtration column (High Pure Filter Tube (Ro-
che Diagnostics)) and treated with DNAse, produc-
ing RNA according to the protocol specified by the
manufacturer of the High Pure RNA Isolation Kit
(Roche Diagnostics). RNA was suspended in 50 pl
of the Elution Buffer (Roche Diagnostics).

RNA isolation from FTA cards using the
TRIzol Reagent (Life Technologies)

Blood samples collected on FTA Classic Cards
(Whatman) from 59 patients were used for RNA iso-
lation using the TRIzol Reagent (Life Technologies).
FTA card pieces, approximately 0.5 cm? in size, were
placed in 500 ul of the TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies) and incubated at room temperature for
30 minutes. Next, a 100 pl portion of chloroform
(Avantor) was added, and mixed for 15 seconds.
The mixture was incubated at room temperature for
three minutes. The sample was centrifuged at 12,000
rcf at 4°C for 15 minutes. The top phase was trans-
ferred to a new test tube and combined with 250 pl of
isopropanol (Sigma-Aldrich). The mixture was in-
cubated at room temperature for 10 minutes. In the
next step, the sample was centrifuged at 12,000 rcf
at 4°C for 10 minutes. The precipitate was washed in
500 ul of 75% ethanol (Avantor) and centrifuged at
7,500 rcf at 4°C for 5 minutes. After drying, the pre-
cipitate was suspended in 50 pl of distilled water free
from RNAses and DNAses (Gibco). A portion of not
more than 2 ug of the extract obtained with the
TRIzol Reagent (Life Technologies) was treated with
the enzyme DNase I (RNase-free) (Life Technolo-
gies) according to the protocol supplied by the kit
manufacturer. DNAse-treated RNA samples were
purified in filtration columns (EURx) according to
the protocol for RNA purification after enzymatic
reactions provided by the manufacturer of the Uni-
versal RNA/miRNA Purification Kit (EURXx).

Quantitative and qualitative assessment
of isolated RNA

The RNA extracts, following their purification
after DNAse treatment, were assessed spectropho-
tometrically using a DS-11 spectrophotometer (De-
Novix).
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tific) zgodnie z protokolem producenta przy uzyciu
instrumentu ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Life
Technologies).

10 ul RNA poddawano odwrotnej transkrypcji
z wykorzystaniem zestawu High-Capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Life Tech-
nologies) zgodnie z protokofem producenta. Nastepnie
cDNA poddawano reakcji PCR w czasie rzeczywi-
stym z wykorzystaniem TagMan® Gene Expression
Assay dla genu metabolizmu podstawowego GAPDH
(Hs03929097_g1) (Life Technologies) przy uzyciu in-
strumentu ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Life Tech-
nologies) zgodnie z wytycznymi producenta.

Analiza statystyczna

Srednig arytmetyczng oraz odchylenie standar-
dowe skalkulowano z wykorzystaniem programu
Excel. Istotno$¢ statystyczng réznic w stezeniach
RNA pomiedzy grupami analizowano za pomoca
testu t-Studenta z wykorzystaniem pakietu STATI-
STICA v 12.5 (Statsoft).

Wyniki

Poréwnanie metod izolacji RNA z FTA
Classic Card (Whatman)

Ogolng charakterystyke zastosowanych metod
izolacji RNA przedstawiono w tabeli I. Najdtuz-
szy czas przeprowadzenia procedury izolacji RNA
oraz traktowania DNAzg otrzymanych ekstraktow
wynosit ok. 4,5 godziny na jedng probke i dotyczyt
metody wykorzystujacej odczynnik TRIzol Reagent
(Life Technologies). W przypadku dwdch pozosta-
tych metod (z uzyciem zestawu firmy EURx oraz
zestawu firmy Roche Diagnostics) calkowity czas
izolacji RNA oraz traktowania DNAzg byt zblizony
i wynosit ok. jednej godziny.

Najwicksze stezenie RNA ($rednio ok. 24 ng/
ul) uzyskano dla probek izolowanych przy uzyciu
TRIzol Reagent (Life Technologies). Stezenie eks-
traktow RNA wyizolowanych zestawami dostep-
nymi komercyjnie bylo ponad trzykrotnie nizsze
i wynosilo $rednio ok. 7 ng/pl w przypadku zestawu
firmy Roche Diagnostics oraz ok. 3 ng/pl w przy-
padku zestawu firmy EURx. Czysto$¢ uzyskanych
ekstraktow RNA, wyrazona stosunkiem A, /A,
wynosila §rednio powyzej 2,2.

Arch Med Sad Kryminol 2016; vol. 66: 244-254

RNA contamination with DNA molecules were
assessed with the Quantifiler® Duo DNA Quantifi-
cation Kit (Thermo Fisher Scientific) according to
the manufacturer’s protocol, using the ViiA™ 7 Re-
al-Time PCR System (Life Technologies).

10 pl portion of RNA was subjected to reverse tran-
scription using the High-Capacity cDNA Reverse Tran-
scription Kit with RNase Inhibitor (Life Technologies)
according to the manufacturer’s protocol. Next, cDNA
was subjected to Real-Time PCR with the TagMan®
Gene Expression Assay for the housekeeping gene
GAPDH (Hs03929097_gl1) (Life Technologies) using
the ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Life Technologies)
in accordance with the manufacturer’s guidelines.

Statistical analysis

The arithmetic mean and standard deviation
were calculated using the Excel software. The statis-
tical significance of differences in RNA concentra-
tion between the groups was determined with the
use of Student’s t-test, implemented inthe STATIS-
TICA v 12.5 package (Statsoft).

Results

Comparison of RNA isolation methods
from FTA Classic Cards (Whatman)

The general characteristics of the RNA iso-
lation methods employed in the study are listed
in Table I. The procedure of RNA isolation and
DNAse treatment of the resulting extracts was the
most time-consuming when the method based on
the TRIzol Reagent (Life Technologies) was used,
taking approximately 4.5 hours per one sample to
complete. In the other two methods studied (based
on the EURx and Roche Diagnostics kits), the to-
tal time of RNA isolation and DNAse treatment was
similar and reached approximately one hour.

The highest RNA concentration (on average ap-
proximately 24 ng/ul) was obtained for samples iso-
lated with the TRIzol Reagent (Life Technologies).
The concentrations of RNA extracts isolated using
the commercially available kits were over three times
lower, the mean values being ca. 7 ng/ul for the Roche
Diagnostics kit and ca. 3 ng/pl for the EURx kit. The
mean purity of the RNA extracts determined by the
A, /A, ratio, was above 2.2
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Tabela 1. Charakterystyka metod izolacji RNA z krwi zabezpieczonej na kartach FTA Classic Card (Whatman)
Table I. Specification of different methods of RNA isolation from blood stains collected on FTA Classic Card

(Whatman)
Metoda Czas izolacji Srednie Ao/ Ao Srednie Prébki RNA | Wydajnos¢ Srednie CT
izolacji probki [min] | stezenie RNA stezenie DNA | pozabawione | amplifikacji Mean CT
Isolation Sample [ng/pll [ng/pll DNA [%] mRNA [%]
method isolation Mean RNA Mean DNA |DNA-free RNA mRNA
time [min] | concentration concentration | samples [%] | amplification
[ng/pl] [ng/pl] efficiency [%]
EURX 50 3,32 +2,54 12,93 +0,85| 0,01 +0,003 90 100 25,58 £5,98
Roche 60 6,77 £4,53 2,20 +0,62 0 100 80 31,13 +6,65
Diagnostics
TRIzol 270 23,82 +11,34 | 2,45 +0,59 0 100 100 26,43 +6,54
Reagent

Weszystkie ekstrakty RNA izolowane przy uzyciu
zestawu firmy Roche Diagnostics lub TRIzol Reagent
(Life Technologies) byly pozbawione DNA, ktéry pod-
dawalby sie amplifikacji zestawem Quantifiler® Duo
DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific).
W przypadku jednego z ekstraktéw RNA (probka
o stezeniu 2,6 ng/pl) wyizolowanych z wykorzystaniem
zestawu firmy EURx zaobserwowano obecno$¢ DNA
(0,009 ng/ul) po amplifikacji zestawem Quantifiler®
Duo DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scienti-
fic). Pozostate ekstrakty RNA (9 z 10 probek) uzyskane
przy uzyciu zestawu firmy EURx wykazaly brak DNA
mozliwego do powielenia zestawem Quantifiler Duo
DNA Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific).

Dla wszystkich ekstraktéow RNA uzyskanych z wy-
korzystaniem odczynnika TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies) lub przy uzyciu zestawu firmy EURx i pod-
danych odwrotnej transkrypcji stwierdzono obecnos¢
fragmentu genu GAPDH w wyniku PCR w czasie rze-
czywistym (przykladowy wynik PCR w czasie rzeczy-
wistym zamieszczono na ryc. 1.). W prébkach cDNA
uzyskanych dla ekstraktéw RNA wyizolowanych
przy uzyciu zestawu firmy Roche Diagnostics frag-
ment genu GAPDH udalo si¢ oznaczy¢ w reakcji PCR
w czasie rzeczywistym w 8 z 10 badanych prébek.

Stabilnos¢ RNA we krwi zabezpieczonej
na FTA Classic Card (Whatman)

Charakterystyke RNA uzyskanego z wykorzy-
staniem odczynnika TRIzol Reagent (Life Techno-
logies) z krwi przechowywanej w réznych odste-
pach czasu na kartach FTA Classic Card (Whatman)
przedstawiono w tabeli II.

All the RNA extracts isolated with the Roche
Diagnostics kit or the TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies) were free from DNA that could be ampli-
fied using the Quantifiler® Duo DNA Quantification
Kit (Thermo Fisher Scientific). In contrast, one of
the RNA extracts (sample with a concentration of
2.6 ng/ul) isolated with the EURx kit revealed the
presence of DNA (0.009 ng/ul) after amplification
performed with the Quantifiler® Duo DNA Quantifi-
cation Kit (Thermo Fisher Scientific). The remaining
RNA extracts (9 out of 10 samples) obtained using
the EURx kit contained no DNA amplifiable with
the Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit (Ther-
mo Fisher Scientific).

All the RNA extracts obtained using the TRIzol
Reagent (Life Technologies) or the EURx kit and
subjected to reverse transcription were found to
contain a fragment of the GAPDH gene after Re-
al-Time PCR (a sample Real-Time PCR result is
shown in Fig. 1). In the case of cDNA samples ob-
tained for the RNA extracts isolated with the Roche
Diagnostics kit, a fragment of the GAPDH gene was
detected with Real-Time PCR in 8 out of 10 sam-
ples.

RNA stability in blood collected on FTA
Classic Cards (Whatman)

The characteristics of RNA obtained with the
TRIzol Reagent (Life Technologies) from blood-
stains stored on FTA Classic Cards (Whatman) for
various time intervals are listed in Table II.

The highest RNA concentrations were obtained
for the samples stored on FTA Classic Cards (What-
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Liczba cykli
Number of cycles
Rycina 1. Przyktadowa krzywa amplifikacji fragmentu genu GAPDH uzyskana w wyniku reakcji PCR w czasie

rzeczywistym

Figure 1. An example of an Real — Time PCR amplification curve obtained for GAPDH gene

Najwieksze stezenia RNA uzyskano dla prébek
przechowywanych ok. dwoch lat na kartach FTA
Classic Card (Whatman) ($rednio ok. 29,08 ng/pl).
Stezenie RNA uzyskanego po pozostalych okresach
przechowywania na kartach bylo zblizone (srednio
ok. 20 ng/ul). Réznice pomigdzy stezeniami eks-
traktéw RNA uzyskanymi z krwi przechowywanej
na kartach FTA w réznych odstgpach czasu nie byty
istotne statystycznie. Czysto$¢ uzyskanych ekstrak-
tow RNA, wyrazona stosunkiem A, /A  ~ wynosila
$rednio powyzej 1,9. W otrzymanych izolatach RNA
stwierdzono brak obecnosci DNA, ktéry poddawal-

man) for about two years (on average approximately
29.08 ng/pl). The concentrations of RNA obtained
after other periods of storage on the FTA cards were
similar (on average approximately 20 ng/ul). Dif-
ferences identified between the concentrations of
RNA extracts derived from bloodstains stored on
FTA cards at various time intervals were statistically
insignificant. The mean purity of the RNA extracts,
determined by the A, /A, ratio, was above 1.9. The
RNA isolates failed to contain any DNA that could
be amplified with the Quantifiler® Duo DNA Quanti-
fication Kit (Thermo Fisher Scientific).

Tabela II. Charakterystyka RNA uzyskanego z krwi przechowywanej w réznych odstepach czasu na kartach

FTA Classic Card (Whatman)

Table I1. Specification of RNA samples obtained from blood stains stored on FTA Classic Card (Whatman) for

various time intervals

Czas Liczba Srednie Ao/ Ao Srednie Wydajnos¢ Srednie CT
przechowywania prébek stezenie RNA stezenie DNA | amplifikacji Mean CT
[miesiace] Number of [ng/pl] [ng/pll mRNA [%]
Storage time samples Mean RNA Mean DNA mRNA
[months] concentration concentration | amplification
[ng/pl] [ng/pl] efficiency [%]
0 10 23,82 11,34 2,45 0,59 0 100 26,43 +6,54
24 6 29,08 23,90 2,04 +0,85 0 100 35,66 3,12
30 14 17,61 £13,00 1,91 £0,47 0 71 37,86 £2,18
36 28 19,17 £15,81 1,93 £0,39 0 67 37,88 £2,83
48 11 19,23 £5,78 1,91 £0,49 0 54 37,70 4,43
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by sie powieleniu zestawem Quantifiler® Duo DNA
Quantification Kit (Thermo Fisher Scientific).

We wszystkich probkach c¢DNA uzyskanych
z materialu biologicznego przechowywanego
na kartach FTA Classic Card (Whatman) do ok.
72 godzin oraz przechowywanych do ok. dwoch lat
stwierdzono w wyniku reakcji PCR w czasie rzeczy-
wistym obecno$é¢ fragmentu genu GAPDH. Mozli-
wo$¢ oznaczenia cDNA dla fragmentu genu GAPDH
malata wraz z uptywem czasu w taki sposob, ze tylko
dla ok. 54% probek inkubowanych na kartach FTA
Classic Card (Whatman) przez ok. 4 lata stwierdzo-
no obecnos¢ fragmentu genu GAPDH.

Omowienie i wnioski

W ostatnich latach coraz czesciej wskazuje si¢ na
uzytecznos$¢ analiz mRNA dla celéw genetyki kli-
nicznej i sadowej. Nalezy jednak mie¢ na uwadze,
ze material w postaci mRNA jest wysoce niestabil-
ny, a zabezpieczony w warunkach innych niz gtebo-
kie zamrozenie bardzo szybko ulega degradacji, co
uniemozliwia jego analiz¢. W niniejszej pracy wy-
korzystano karty FTA Classic Card (Whatman) do
zabezpieczania i przechowywania w temperaturze
pokojowej plam krwi dla celéw analiz ekspresji ge-
néw. W pracy zastosowano i poréwnano trzy meto-
dy izolacji RNA z krwi obwodowej zabezpieczonej
na kartach FTA Classic Card (Whatman) oraz do-
konano wstepnej oceny stabilnosci RNA w plamach
krwi zabezpieczonych na tych kartach.

Do izolacji RNA wykorzystano dwa komercyjnie
dostepne zestawy High Pure RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics) oraz Universal RNA/miRNA Purifica-
tion (EURx), a takze odczynnik TRIzol Reagent (Life
Technologies). Czysto$¢ preparatéw RNA oceniano
na podstawie wspolczynnika A260/A280. Otrzymane
preparaty RNA o stezeniu wigkszym niz ok. 10 ng/pl
charakteryzowaly sie wysoka czystoscia (wspdtczynnik
A260/A280 miescil si¢ w przedziale 1,9-2,1). W przy-
padku probek RNA o stezeniach ponizej ok. 10 ng/pl
otrzymane warto$ci wspolczynnika A260/A280 pozo-
stawaly poza zakresem 1,9-2,1, co moze bezposred-
nio nie odzwierciedla¢ jakosci wyizolowanego RNA,
a wynikac¢ z niewielkich réznic pomiedzy pomiarami
przy 260 nm oraz 280 nm. Nalezy przy tym zauwazyc,
ze badania z wykorzystaniem uzytych w pracy metod
izolacji pozwolily uzyska¢ RNA, ktory nadawat sie do
dalszych analiz, tj. odwrotnej transkrypcji oraz PCR

All the cDNA samples obtained from the biologi-
cal material stored on FTA Classic Cards (Whatman)
for a period of up to about 72 hours and up to about
two years showed amplification of the GAPDH gene
fragment in Real-Time PCR. The possibility of the
GAPDH gene amplification in Real-Time PCR re-
action was found to decrease with time, so that only
approximately 54% of all samples incubated on FTA
Classic Cards (Whatman) for about 4 years showed
GAPDH gene fragment amplification.

Discussion and conclusions

Recent years have seen a growing focus on the
usefulness of mRNA analysis in clinical and foren-
sic genetic applications. However, it is important to
note that material in the form of mRNA is highly
unstable and all collection methods with the excep-
tion of deep freezing cause rapid mRNA degrada-
tion, making it unsuitable for analysis. The present
study was conducted with FTA Classic Cards (What-
man) which are designed for the collection and stor-
age of bloodstains at room temperature for the pur-
pose of gene expression analysis. The study analyzed
and compared three methods of RNA isolation from
peripheral blood collected on FTA Classic Cards
(Whatman). In addition, a preliminary assessment
of RNA stability in bloodstains deposited on FTA
cards was performed.

RNA isolation was carried out using two com-
mercially available kits — High Pure RNA Isolation
Kit (Roche Diagnostics) and Universal RNA/miR-
NA Purification (EURx) - and the TRIzol Reagent
(Life Technologies). The purity of RNA samples was
assessed by determining the A260/A280 ratio. The
RNA samples with concentrations exceeding ap-
proximately 10 ng/pl exhibited high levels of purity
(with the A260/A280 ratio in the range from 1.9 to
2.1). In contrast, the A260/A280 ratio determined
for RNA samples with concentrations below approx-
imately 10 ng/pl were outside the 1.9-2.1 range. The
finding may not be a direct reflection of the quality
of isolated RNA but be attributable to minor dif-
ferences between measurements performed at 260
nm and 280 nm. Another point to be made is that
assays based on the isolation methods employed in
the study made it possible to obtain RNA that was
suitable for further analyses including reverse tran-
scription and Real-Time PCR.
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w czasie rzeczywistym. Przeprowadzone badania po-
zwalajg stwierdzi¢, ze najlepsza sposrod zastosowa-
nych metod izolacji RNA z krwi zabezpieczonej na
kartach FTA Classic Card (Whatman) jest podejscie
wykorzystujace odczynnik TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies). W istocie dzigki zastosowaniu tej metody
uzyskiwano najwieksze stezenia RNA, a otrzymany
preparat byl wolny od zanieczyszczenn DNA i pozwa-
lal na oznaczenie genu metabolizmu podstawowego
GAPDH we wszystkich probkach krwi, ktére inkubo-
wano na kartach FTA w czasie do ok. 72 godzin. Wcze-
$niejsze doniesienia, uwzgledniajace ok. jeden miesigc
przechowywania w temperaturze pokojowej materia-
tu biologicznego na kartach FTA réwniez wskazuja
na wysoka stabilnos¢ RNA zabezpieczonego w ten
sposéb [9]. Jednocze$nie badania przeprowadzone
w ramach niniejszej pracy wskazuja, ze okolo dwu-
letnie przechowywanie plam krwi na kartach FTA nie
wplywa znaczaco negatywnie na mozliwos¢ analizy
mRNA, poniewaz czasteczke te udato sie oznaczy¢ we
wszystkich analizowanych prébkach. Przeprowadzona
w pracy ocena stabilnosci RNA w plamach krwi zabez-
pieczonych na kartach FTA sugeruje jednak, ze wraz
z uplywem czasu maleje szansa na analize ekspresji
genow w probee. W istocie po uplywie ok. 4 lat od cza-
su zdeponowania plam krwi na kartach FTA analiza
ekspresji genu GAPDH byla mozliwa w mniej wiecej
polowie badanych prébek. Przyczyn spadku oznaczal-
nosci mRNA w probkach krwi zabezpieczonych na
kartach FTA nalezy najprawdopodobniej upatrywac
w postepujacej degradacji tych czasteczek. W istocie
wydajnosé¢ izolacji RNA byta podobna w probkach za-
bezpieczonych w réznych odstepach czasowych ($red-
nio ok. 20 ng/ul), przy czym mozliwo$¢ oznaczenia
ekspresji GAPDH stopniowo malata wraz z uplywem
czasu. Tym samym wskazane jest podjecie dalszych
badan zmierzajacych do weryfikacji, czy stopien de-
gradacji mRNA na kartach FTA wraz z uplywem cza-
su mozna zmniejszy¢ za pomoca glebokiego mrozenia
plam krwi zabezpieczonej na kartach FTA Classic Card
(Whatman) [9-11].

Podsumowujac, przeprowadzone badania wska-
zuja, ze karty FTA Classic Card (Whatman) stanowia
uzyteczne podloze do transportu i przechowywania
w temperaturze pokojowej plam krwi do badait RNA
przez okres do ok. 2 lat. Wykazano ponadto, Ze spo-
$réd wykorzystanych trzech metod izolacji, ta z wy-
korzystaniem odczynnika TRIzol Reagent (Life Tech-
nologies) charakteryzuje si¢ najwyzsza skutecznoscia

Arch Med Sad Kryminol 2016; vol. 66: 244-254

The study’s findings show that the approach us-
ing the TRIzol Reagent (Life Technologies) is the
best of all studied methods of isolating RNA from
blood collected on FTA Classic Cards (Whatman).
The conclusion is warranted on the grounds that
the method made it possible to obtain the highest
RNA concentrations, and the resulting RNA sam-
ple was free of DNA contamination and suitable for
amplification the housekeeping gene GAPDH in all
blood samples incubated on FTA cards for a period
of up to about 72 hours. Previous reports, based
on the storage of biological material collected on
FTA cards at room temperature for about a month,
also indicate a high stability of RNA collected via
this method [9]. At the same time, tests carried out
within the framework of this study show that the
storage of bloodstains on FTA cards for a period of
about two years has no significant adverse effect on
the possibility of mRNA analysis, as the molecule
was successfully assayed in all the samples tested.
However, the study’s assessment of RNA stability
in bloodstains collected on FTA cards suggests that
the possibility of successful gene expression anal-
ysis in the sample decreases in the course of time.
Indeed, about four years after bloodstain deposi-
tion on FTA cards the analysis of GAPDH gene ex-
pression was only possible in approximately a half
of all the samples tested. The observed decline in
mRNA quantifiability in blood samples collected
on FTA cards can most likely be attributed to the
progressive degradation of the molecules. Notably,
the efficiency of RNA isolation was similar in sam-
ples collected at various time points (on average
approximately 20 ng/ul), but the possibility of de-
termining GAPDH expression decreased gradually
with time. In view of the findings above, further
studies are warranted to verify whether the degree
of degradation affecting mRNA stored on FTA
cards over time can be reduced by deep freezing
bloodstains collected on FTA Classic Cards (What-
man) [9-11].

Summing up, the study demonstrates that FTA
Classic Cards (Whatman) are useful tools for the
transport and storage at room temperature the
bloodstains intended for RNA analysis for a period
of up to about two years. Another observation was
that the TRIzol Reagent (Life Technologies) was su-
perior to the other two isolation methods analyzed
in the study in terms of having the highest capacity
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w uzyskiwaniu wolnych od DNA preparatow RNA,
ktore mozna przeanalizowac z wykorzystaniem PCR
w czasie rzeczywistym ze 100-procentowa wydajno-
$cig w przypadku prébek przechowywanych do ok.
2 lat. Tym samym karty FTA Classic Card (What-
man) mogg stanowi¢ uzyteczne narzedzie w bada-
niach z zakresu genetyki klinicznej i sagdowej

Projekt zostat sfinansowany ze srodkow Narodowego
Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji
numer DEC-2011/03/B/NZ6/01728.

to produce DNA-free RNA samples which can be
analyzed by Real-Time PCR with 100% efficiency
in the case of samples stored for a period of up to
about two years. The features outlined above make
FTA Classic Cards (Whatman) a useful tool for con-
ducting clinical and forensic genetic tests.
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